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論文内容の要旨
遺伝子の本体である核酸は，生体構成成分中，最も重要な物質の一つである.この核酸の生体内に
於ける役割については，長年の研究により，その概観が明らかにされつつあるが，核酸と酵素の作用
等については未だ不明な点もある.
蛋白質の生合成は， DNA を鋳型として m-RNA に転写( trascription) された遺伝情報に従って
リボソーム上で m-RNA とアミノアシルーtRNA のアンチコードン部分が相補的塩基対を形成する事
によって行なわれている (translation) .この遺伝情報は m-RNA の 3 個のヌクレオチドの塩基配列に
より構成されており， 1 個のアミノ酸を規定している (genetic code). 
Adeny Iy 1-(3!. 5') -uridy ly 1-(3乙 5')-guanosine (AUG) はメチオニンの internal codon として又，
cistron の 5' 末端においては，蛋白生合成の開始コードン (initiation codon) として作用し， interｭ
nal codon の場合は Met-tRN A ~et を認識し， initiation codonの場合は β1et-tRNA ~et(Eucaryote の
場合は Met-tRNA ~et) を認識して蛋白合成を行なっている.しかし initiation step における AUG
と川et-tRNA ~et 又， elongation step における AUG と Met-tRNA ~et の作用様式についての知識は
ほとんどf専られていない.
著者は， AUG のアデノシン部分の torsion angle を種々変化した時，その立体構造に又， Met-t 
RNA ~et のリボソームへの結合にいかなる影響を与えるか更に ， }Met-tRNA ~et による initiation meｭ
chanism についての情報が得られる事を期待して， AUG のアデノシン部に torsion angle が種々の
角度に固定又は，制限されたアデノシンアナローグを導入した AUG アナローグの合成を行なった.
図 1 に合成に用いたアデノシンアナローグの構造と X線解析から得られた torsion angle の値を示す.
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即ち， cyclo bond により torsion angle が X=122 0 の Syn-Anti 境界領
域に固定された 8.2~anhydro-8-mercapto-9-(β-D-arabinofuranosy 1) aｭ
denine(1)(8.2こ S-A) と 8.2こ anhydro-8-oxy-9ー (βー D-arabinofuranosy1) 
adenine (皿) (8.2 こ 0- A) 又， X=42。の Anti 領域に固定された 8.5乙 aJ向也・o
Syn form d) -8-mercaptoadenosine( I)(8.5~S-A) と 8.5~anhydro四 8-oxyadenosine 
〔四〕 (町)(8. 5乙 O-A)， purine 環の 8 位置換基の立体障害により torsion angle が
x=一問。ら Syn 領域に制限された 8-bromoadenosine (日) (B川)と Syn 主J L 推定されている
8-oxyadenosine( 噛) (oxy-A), Syn 型も Anti 型も安定に存在し得ると考えられる formycin( V) (F) 
である.
Ri bonuc leotide の化学的合成については，多くの人達により研究がなされているが，中でも Kho­
rana 等は 64種の tri ・ ribonuc leotides の合成を行ない各アミノ酸に対応するすべてのコードンを決定
している. しかし修飾塩基 (modified base or minor base) を含む oligonucleotides の化学的合
6) 7) 
成例は比較的少なく，現在まで池原， Smrt 等により数種の triri bonucleotides が合成されているに
すぎない.
著者は， Khorana 等の保護した 3 I末端 nucleoside の 5 こ水酸基に保護した 3~nucleotide を縮合
して順次鎖長を 5 I末端ヘ伸長していく方法(図 2) を利用し，図 1 に示す torsion angle が種々の
角度に固定或は制限された修飾塩基を含む 7 種の AUG アナローグの合成を行なった.又，これら A­
UG アナローグの合成に際し，二，三の新知見を得る事が出来た.
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合成した 7 種の AUG アナローグの CD スペクトルを測定し，それぞれのアデノシンアナローグと
ウリジン，グアノシンの加算スペクトルを比較する事により，各 AUG アナローグの conformafion を
推定した.この推定 conformfion と AUG アナローグによる Met-tRNA のリボソームへの結合促進
効果との聞に良い相関関係が見られ，推定 conformafion を支持する結果が得られた.
更に，アデノシン部分の torsion angle の種々異なった修飾塩基を含む AUG アナローグを m-R.
NA として用い， Nirenberg, Leder の簡易 Assay 法に従い， Me抗t-tRNA のリボボ、ソ一ムヘの結合促
進効果を検討した.その結果， AUG のアデノシン部分の torsion angle は Met-tRNA の m-RNA 認
識に重要な影響がある事が判明した.
~ 1 AUG アナローグの合成
1) 2:.0-Benzoyluridylyl-(3:.5')-N ， 2;3こ tri-O-isobutyrylguanosine( HOUp BZG ;B"") の合成.
一般に nucleotide の合成において煩雑なのはイオン交換クロマトによる分離で、ある.これをさける
ためにウリジンの 2乙水酸基を benzoyl 保護した 5こ O-monomethoxy-2こ O-benzoyluridine 3:'phos. 
phate (1)とグアノシンのアミノ基とど 3こ水酸基を脂溶性の大きな isobutyryl 基で保護した N， 2;
3:.tri-O-butyry 19uanosine (2) とを DCC で縮合し， 80%酢酸で monomethoxytrity 1 基( MMTr 基)
を脱離した後，生成物を抽出法で分離し収率良く HoUpBZG ;B. 3 (3) を得た.抽出法とは，残存する原
料に用いたがO-benzoyluridine は n- プタノール抽出により水層ヘ除去され，又( 2 )はエーテル中
に加えることにり溶解除去され， dinucleotide(3) を粉末として得る方法である.
[ !ilH
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2) 8 ， 2:'Anhydro-8-oxy-9-(β-D-arabinofuranosyl)adenine phosphoryl(3こ 5')-uridylyl-(3'
-5') -guanosine (8, 2:.0-AUG) の合成.
Khorana 等の合成法は，修飾塩基の 3こ水酸基にリン酸を導入する必要がある.しかしながら現在ま
で nucleoside の 3こ水酸基のみをリン酸化する方法はまだ見出されていない.従って nucleoside の
3乙水酸基にリン酸基を導入するためには， A , B , C 法によって行なわなくてはならない.
A) 分離法
2'位域は 3'{立の水酸基のいずれかをリン酸化し，イオン交換クロマト或は再結晶により 2:' リン
酸化体と 3こリン酸化体を分離し， 3こリン酸化体を得る方法
B) 酵素法
2'位と 3'位の水酸基を 2;3:'環状リン酸とし RNase の酵素水解により特異的に 3こリン酸化体を
得る方法.
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C) 保護法
2ノ位と 5'位の水酸基とアミノ基を保護した後 3ニ水酸基をリン酸化する方法.
著者は，この 3 法を利用して 7種の修飾塩基を含む AUG アナローグを合成した.
8 ， 2こ Q-A は図 3 ， 4 に示す様に C) 法により 3'位にリン酸基を導入し (9) を合成した. (8) のシ
アノエチル基を脱離するためメタノール性アンモニア( OoC にて飽和したもの)と反応したところ 8-
oxy 体(10) が副生した(図 4 ). (10) は( 9 )のリン酸の O原子が隣接する 2'位炭素を cyclo bond 
の反対側より攻撃し， cyclo bond が開裂して生成したと推定される.
( 9 )と(10) の構造は， 80%酢酸
にて脱 MMTr 化した後， (10) は RN­
ase M により完全に水解され(12)
を与える事により又， ( 9 )はsnake
venom 5 こ nucleotidase と反応した
ところ 8， 2こ O-cycloadenosine 5に
phosphate が50%水解される条件下
でも全く水解を受けなかった事より
それぞれ構造が確認された.
得られた( 9 )と先に合成した di.
nucleotide ( 3 )とを DCC で縮合し
(図 5 )，脱保護した後，組成績体を
DEAE-cellulose (HCO--;) イオン交
換クロマトにて分離し Fig 1 の様な
分離パターンを得た. 8， 2乙 Q-AUG
(13) に相当する peak VI を更に Se­
phadex G 15 のゲル炉過により精製
し単ーな(13) を得た. (13) の構造は，
snake venom phosphodiesterase 
の酵素水解を行なうと 8， 2こ O-cyc-
loadenosine , uridine 5こ phosphate ，
guanosine 5~phosphate を1. 0: 1. 1
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を 0.93の比率で生成する事より確認
された.
この反応において( 13) の収率は悪く， peak 1 がかなりの量で副生し同時に( 3 )を多量に回収し
ている.この原因について種々検討したところ， phosphoryl dicyclohexylurea(14) が生成するため
である事が判明した(図 6 ). (14) は uridine 3こ dicyclohexylurea の dicyclohexylurea が脱離され
る条件下弘、は全く反応せず安定である uridine 3~phosphoryl dicyclohexylurea の dicy州e
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xy lurea が脱離するのは，隣接 2~水酸基がリン酸基を攻撃して起ると考え， (14) を 80% 酢酸にて脱
MMTr 化し(15) とした後，酢
酸中還流したところ(17) と
パヰ;J L o〈OKOHLパ。
rO ，\O 、 I Py-MMTrO ，\..O 、 I HO ,\.,o. I 
otio-δやHOdpo
dxcjJ 
Hoqm 
共に(16) が得られた. (16) 
はホルモン作用伝達因子，サ
イクリックAMP のアナローグ
であり， phosphoryl dicycIo 
hexylurea を活性化し 3~5こ環
状リン酸エステル結合を形成
し得る新知見が得られた.
3) 8 ， 2 こ Anhydro-8-mercapto-9-(βー D-arabinofuranosyI)adenine phosphoryI-(3~5/)-uridy­
ly 1-(3~5/)-guanosine (8 , 2~ S-AUG) の合成.
2 )と同様に C) 法によるリン酸化を行なうために(19) を合成し，シアノエルリン酸化を行なっ
たところ目的とする引ン酸化体は得られずは0) が生成した そこで Khorana 等の方法込応、用し
アミノ基をアセチル基で保護した (25) を合成しリン酸化を行なった.即ち( 21) にピリジン，水中
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2 当量の NaOH を反応すると，まず N 6-diacetyl の内の 1 個のアセチル基が脱離する.次いで、同様
の操作を順次くり返すと 3こアセチル， 5~ アセチルの順に脱離する事が判明した.得られた (21)(22)
(23)(24)(25) の構造は， UV スペクトル， NMR，元素分析により確認した.
得られた( 25) をシアノエチルリン酸化し，次いでメタノール性アンモニアにて脱シアノエチル化
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5~Nucleotidase 
not hydrolysed 
して( 27) を高収率で得た. (27) の構造は 80% 酢酸にて脱 MMTr 化して (28) とした後 snake ve. 
nom 5~nucleotidase と反応させたところ 8， 2~S-cycloadenosine 5~phosphatえが 50% 水解される
条件でも全く水解を受けなかった事より確認された.
次いで、 (27) と先に合成した dinucleotide HO Up BZG iBu3 ( 3 )とを DCC により縮合し，次いで、脱
保護した後 2) 8, 2~O-AUG (13) の合成と同様に分離操作を行ない 8， 2こ S-AUG (29) を得た.
4) 8 ， 5乙 Anhydro-8-oxyadenylyl-(3~5')-uridylyl-(3~5')-guanosine(8 ， 5 乙 O-AUG) と 8 ， 5~An. 
hydro-8-mercapto adenylyl-(3こ 5')-uridylyl-(3~5')-guanosine(8 ， 5乙 S-AUG) の合成.
B) の酵素法により 3'位にリン酸基を導入した.即ち 2:3こ環状リン酸エステル (32) ， (33) を RN.
ase M で酵素水解し， (32) , (33) より 86%， 80% の収率で (34) ， (35) を得た. (30), (31) をシアノ
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エチルリン酸にてリン酸化を行なったところ，シアノエチルリン酸化体は得られず一挙に2:3こ環状リ
ン酸エステルに閉環した (32) ， (33) が得られた. (32) , (33) を DEAE-cell ulose イオン交換クロマ
トで精製し，収率56%， 64%で得
Chart 9 
xイNIAj;CEPJfj; … dx!?
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~.. B，り
た.
シアノエチルリン酸li アルカリ
性で脱シアノエチル化されるりン
酸の保護基として用いられて来た
が， cyclonucleoside を用いる事
により初めてリン酸を活性化し，
leaving group として働く保護基
である事が判明した.
得られた (34) ， (35) を tetrae­
thylammonium benzoate (pH7.0) 
(TEA Bz) 共存下無水安息香酸に
て benzoyl 化し (36)(37) を得た.
しかし (34) の場合は時として( 36) は得られず( 38) が生成する.この事については後述する.
(36), (37) は，先に合成した dinucleotide HO Up BZG iBu. ( 3 )と DCC により縮合し，メタノール性
アンモニアで脱保護した後， 2) 8, 2~O由AUG(13) の合成と同様に分離操作を行ない 8， 5七 O-AUG
(39), 8 ， 5 乙 S-AUG( 40) を得た.構造確認は RNase M の酵素水解により行なった.
5) 8-Bromoadeny ly 1-(3こ 5') -tlridylyl-(3こ 5')-guanosine (Br-AUG) と 8-0xyadenyly1-( 3~5') 
-uridylyl-( 3~5') -guanosine (Oxy-AUG) の合成.
A) の分離法により 8-bromoadenosine 3~phosphate (43) を得た. (43) は， 2' 及び 3~adenylic 
ChartlO acid の混合物 (3〆体を 70% 含有)を O.
NH2 ~，型H
ぐOKONa ペxtybex Br< Iiy
同 F 司 N ーーーー争 川N' ..:ーーー-ーー 円H05j 円 BrW HOVH 
00 ! 
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O=ﾞ 
14M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH4.0) 中
でプロム化し，生成物を Dowex 1 X 2 
(HCOO-型)樹脂に吸着させ， 0.15M ギ
酸と 0.2M ギ酸アンモニアにより流出さ
せ， (43) を 45%の収率で得た. (3~AMP 
からの収率は68%) (43) を TEABz，無
水安息香酸で benzoyl 化を行なったとこ
ろ，目的とするプロム体( 50) は得られ
ず( 44) が生成した.
そ老こで Gilham 等の方法について検討
した(図11). 副生した( 49) を分離除去する操作の過程で( 45) が( 46) に分解する事及び試薬に用
いた p- トルエンスルフォン酸が分離出来なかったので更に Khorana 等の方法(図12) を検討し(47) 
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Chart 12 
を合成した.即ち( 43) をピリ
ジン，水中でアセチル化すると
(47), (48), (49) を 77% ， 17%, 
6%の比率で生成した.この混
合物をペーパークロマトにより
分離し( 47) を 64%の収率で得
た.
得られた( 47) と先に合成し
た dinucleotide HO Up BZG iBu. 
( 3 )とを DCC で縮合し，メタ
Chart 13 
は RNase M と snake venom phasphodiesterase の酵素水解により確認した.
B イNd:巴 B 〈x!?ーBo〈IFHot-E3 
6凶一 ] 叩阿f日蹴1
旦L三￡心2」→ HペOぺ〈Ipi;コJコjyJ 1 5肌0ω側鵬0∞伽0ωD 1陶0仇Oeq閃 0 
ん00
2 '" 5 ~ 。
3 ~ 3 ~ 。
4 。 10 ~ 20eq 
5 h 5 '" 20 ~ 
6 。 3 ~ 20 )' 
Oxy 体( 44) は図13の経路で生
成すると考えられ♂) (8 , 5~O-Ap 
(34) の場合も同様と思われる J.
そこで( 43) の benzoyl 化の条件
を種々検討した結果， benzoyl 化
を無水，無溶媒の条件下で行なう
と( 44) が生成し，僅かの溶媒(ピ
リジン， トルエン)が共存すれば
( 44) を生成することなく( 51) を
生成する事が判明した.この事は，
4) 8 ， 5 乙 O-cycloadenosine 3~ 
phosphate (34) でも同様で、あり再
現性のある事も確認された.得られた (36) ， (51) を用いて dinucleotides ，Br-ApG( 53), 8 ， 5 こ O-Ap.
G(54) を合成しその構造を確認した.
8-0xy-AUG(56) の合成は副生した( 44) の benzoyl 基が acety 1 基に変った Ns-acetyl-2: 5~di ・ 0
Fig 4 
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-acetyl-8-oxyadenosine 3こ pho­
sphate (55) と先に合成した dinu­
cleotide HOUp BZG iBu. ( 3) とを
DCC で縮合し合成した. 2) の
日弘 8， 2こ O-AUG (13) と同様に分離操
作を行なったが (Fig ， 4, peak 
VI), 8-oxyadenosine の 6- アミノ
Fig 5 1.0 I A260nm 
基のアセチル基が脱離されていない Oxy-AUG(57) が
混入して来た. (56) と( 57) は電気泳動，ペーパーク
ロマトでは挙動が類似しており，分離する事は出来な
かったが， Whatman DE-32 の微結晶型イオン交換ク0.5 
O.lM 
TEAB ー----
0.15M ロマトにより分離する事が出来た. (Fig. 5, peak n)得
TEAB られた Oxy-AUG(56) の構造は， RNase M 及び sna-
10 20 30 40 50 
ke venom phosphodiesterase の酵素水解により確認
した.
6) Formycin phosphoryl-(3~5') ー uridylyl-(3こ 5 〆)-guanosine (FUG) の合成.
Chart 14 
川九MTrCIごくポL N伶くωゆH NDMM 
:は公乱l M附伽…附仙町r的O胤 B路臨酌い品揺ド仰刊F 川M削馴M附Tr
Jb []
:::rmN叩噺哨H悦怖刈仏OF !::::;伊 州 zt出仇T羽凱 t 
l 同eq+Y+ 
くlY T山 F 。〉ー』ー
B) の酵素法により 3'位にリン酸
基を導入し(63) を合成した.酵素
法でリン酸基を 3'位に導入するため
(59) を合成し，シアノエチルリン酸
化を行なったところアミノ基が di ・
methy laminomethy lation された(60) 
が高収率で得られた.しかし(60) 
は酵素に対する親和性がないので，
いったん保護基を脱離し， DEAEｭ
cellulose のイオン交換クロマトに
より分離し(61) を得た.副生した
( 62) は再度 DCC と反応し( 61) と
した. (61) を RNase T 2 で酵素水
解し formycin 3~phosphate (63) を
70%の収率で得た.次いで(63) を
TEABz，無水安息香酸で benzoyl
化し N6-benzoyl-2~ 5乙 di-O-benzo・
ylformycin 3~phosphate( 64) を合
成した.得られた(64) を先に合成した dinucleotide HO Up BZG iBu3 ( 3 )と DCC で縮合し，メタノ
ール性アンモニアで脱保護した後， 2) の 8 ， 2 こ O-AUG( 13) と同様に分離操作を行ない FUG(65) 
を合成した. (65) の構造は RNase M 及び snake venom phosphodiesterase の酵素水解により確
認した.
以上のように合成した 7 種の AUG アナローグの電気泳動 Rm 値 (adenosine 2; 3こ cyclic phosp・
hate に対する相対移動度)とペーパークロマト Rf値及び収率を表 1 に示す.又構造確認のために行
なった RNase M と snake venom phosphodiesterase による酵素水解の結果を表 2 に示す.
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Table 1 
Chromatographical Data and Yield 
Compound [RmJ PPC [RfJ Yield[%J [A • J [B • J [C •]
8 ， 2 こ O-AUG(13) 1.06 0.13 0.14 0.27 4.1 
8 ， 5 こ O-AUG(39) 1.16 0.02 0.24 [48 ODJ 
8 ， 2 こ S-AUG(29) 1.22 0.10 0.07 39 
8, 5 ~ S -A U G ( 40 ) 1.12 0.09 0.08 5.3 
Br-AUG (52) 1.22 0.04 0.10 4.6 
Oxy-AUG (56) 1.41 0.03 0.11 [45 Q旦〕
FUG (65) 1.23 0.03 0.13 8.8 
[A J i-PrOH : conc. NH3 : H20= 7 : 1 : 2 
[B J 1M-AcONH4 : EtOH= 3 : 7 
[C J n-PrOH : conc. NH3 : H20=55 : 10 : 35 
PEP 0.5M TEAB [pH 7.5J 850Volt 
?・・E--??盲目且??冒α?
???????
?
Compound Enzyme Products ratio 
8 ， 2 乙O-AUG PDase Ao :Pu :pG 1.0:1.1 :0.9 
8 ， 5乙O-AUG RNase M Ao P :Up :G 1. 0 : O.95 : 1.0 
8 ， 2こ S-AUG PDase A : pU : pG 1.0 : 1.0 : 1.0 
8 ， 5乙 S-AUG RNase M AP :Up :G 1. 0 : O.95 : 1.0 
Br-AUG PDase BAr :Pu :pG 1.0: 1.0 : 1.1 
RNase M BAr P :Up :G 1.0 : 0.99 : 1.0 
Oxy-AUG RNase M Oﾂp : Up: G 
PDase Oﾂ : pU : pG 0.90 : 1.0 : 1.1 
AUG RNase M Fp : Up: G 
PDase F : pU : pG 1. 1 : 1.0 : O.99 
Substrates [3-40DunitJ were incubated in the buffered solutions , 
AcONH4 [pH 5.0, RNase MJ and NH4HC03 [pH 9.1PDaseJ for 3hr. 
~ 2 AUG アナローグの UV ， CD sqectrum と Conformation について。
核酸の CD spectrum についての研究は，これまで多くの人達により t-RNA 或は m-RNA 等の三
次構造を解明するために又これらの生物学的役割を明らかにするために行なわれている。 trinucleo・
tide の CD 印刷rum'こついては， Bra}〕!h1ocωO 等 lこより研究されており， x向Y， U山Y(x ，
Y はプリンヌクレオシドを示す)等の uridine を有する trinucleotides は base-base 間の interac­
tion (主として stacking) が弱いと報告されている。
そこで， stacking の指標といえる hyper ， hypochromicity を snake venom phosphodiesterase 
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Table 3 で、酵素水解した後，水解前と水解
Hyper, and Hypochromicity of AUG Anglogs 後の UVspectrum の面積強度より
Compound Hyperchromicity (%) Hypochromicity (%) 求めた。(表 3) AUG の場合 hy-
8， 2こO-AUG (13) 9.9 9.0 pochromicity は 9.7%の値を示し8， 5こO-AUG(39) 18.0 15.3 ている O これは井上等》 260nm で、8， 2こ S-AUG(29) 8.7 8.0 
8, 5~S-AUG (40) 6.5 6.1 測定した 9.3% に近い値を示して
Br-AUG(52) 8.6 7.9 
Oxy-AUG (56) 8.0 7.4 いる。他の AUG アナローグは 6
FUG(65) 10.7 9.7 %~10%の値を示しており， 8, 5~ 
AUG(66) 10.7 9.7 O-AUGのみが異常に大きな値を
示している。この hypochromicity
を AUG アアローグと中で、上t車交すると 8 ， 5~O-AUG ，>AUG ， FUG>8， 2~OAUG>8， 2 こ S-AUG ， Brｭ
AUG >Oxy-AUG >8 ， 5こ S-AUG の }f頂となる。
Torsion angle が Anti 型の AUG 又， torsion angle が比較的自由な値を取り得る FUG は大き
な hypochromicity を示している。後述する Met-tRNA のリボソームへの結合促進効果で共に大き
な活性を示している事は興味ある事と考える。 Syn-型の Br-AUG ， Oxy-AUG は小さな値を示してい
る。又， torsion angle が Syn-Anti 領域の 8， 2~O-AUG， 8, 2こ S-AUG が Anti 型の 8 ， 5こ S-AUG よ
り大きな値を示している事は矢野等の仙uω帥s の研究結果2 も良く一致している。 8， 5こ O-A・
UG が異常に大きな値を示しているが，現在のところごの起因については説明が困難で、ある。
次に AUG アナローグの CD spectrum とその conformation について検討した。 O.lMKF， O.05M 
4 
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CD and UV Spectra of AUG Analogs 
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リン酸緩衝液 (pH 7.0) 中 0; 25; 600 C で測定した CD spectrum と mononucleoside の CD spectｭ
rum を加算して得た spectrum を Fig 6-13 に示す。図中上方は UV spectrum を，下方は CD sp-
ectrum を示す。ここでいう O "Cとは一20"Cで氷結したサンプルを o oc で溶解したもので， 250C のサン
プルを o OC に冷却しでも同一 Chart は得られない。 250Cのものを o OC で測定したものは， 250Cで測定
した spectrum とほとんど同一であったので chart からは省略した。この o OC から 600C までの温度
変化に対し CD パターンには大きな変化が認められない事より o OC から 600C までの聞には大きな構
造変化はないものと推定される。
250C の CD spectrum と mononucleoside の CD spectrum を加算した spectrum を比較すると，
AUG , 8 ， 5 こ S-AUG は良く類似している。又 8， 2:0-AUG， 8, 2:S-AUG , 8 ， 5こ O-AUG， Br-AUG , 
は若干異なったパターンを示しているが，その cotton band のサインは同一である。 例えば 8， 2乙 0-
AUG の場合は長波長領域より両者共に+， -, +である o 従つて，これら AUG アナロ一グはすべ
て mon附00\川ωid白e の時の cωonf白orma
nfoωrmation は表 6 のように推定される口 FUG ， Oxy-AUG の場合はいずれも mononucleoside の加
算 CDspectrum の cotton band と逆転したパターンを示している。 formycin ， oxyadenosine は溶液
状態で Syn 型 2推定されている事より，これらの trinu凹』比cl州i川de の form町叩I
rsion angle が Syn汀唱 型カか、ら Anti 型に変化している事が考えられ， conformation は表のように推定
される。又 o OC で (-20斗 o "C)は， 25: 600C の CD パターンと著しく異なったパターンを示している。
中でも， Met-tRNA のリボソームへの結合促進効果で強い活性を示した AUG， FUG は類似した特徴
的なパターンを示している。これは 5MKF の高塩濃度で測定する事による aggregation に起因する
事が明らかとなった口
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~ 3 AUG アナローグによる Met-tRNA のリボソームへの結合促進効果。
Nirenberg, Mathaei は， リボソーム， 14C_ アミノアシルーtRNA ， m-RNA の三者が複合体を形成
し，放射能がリボソーム画分に検出され， m-RNA の代りに塩基配列の判った trinucleotide を使用
した場合にもヌクレオチド配列に対応するアンチコードンを持つアミノアシルーtRNA がリボソームヘ
結合する簡易 Assay 法主発見した O この事により各アミノ酸に対応するほとんどすべてのコードンが
決定された。その後更に修飾塩基を含むヌクレオチドを用いて m-RNA の研究が多くの人達により行
なわれている。しかし，修飾塩基を含むヌクレオチドとは，酵素的に合成され得る polynucleotide ，
copolymer , trinucleotide に限られている。
著者は， torsion angle が種々の角度に固定又は，制限された AUG アナローグを化学的に合成し
た事により， AUG のアデノシン部の torsion angle と Met-tRNA のリボソームへの結合促進効果と
の関係を明らかにする事が出来た。 Table 4 
測定は， Nirenberg, Leder の系を利用し，表 4
に示す条件で行なった。結果を表 5 に示す。
マグネシウムイオン j農度 10mM と 20mM でネ食言すし
AUG の場合lOmMの時に比較し， 20mMの時はムc­
pm74とム184に比較し著しく減少している。逆に A­
UG アナローグでは増加しているものもある。これ
は Sundararajarわ実験結果と良く一致している。
AUG の至適塩濃度は 10mM である事より 10mM で
AUG アナローグの活性をみると， torsion angle が
lncubation Mixture of Binding Studies 
A-U-G analogs 
14C-Met-tRNA 
Ribosome 
Tris-HCl pH7.5 
Mg (OAC)2 
KCl 
Total 
14C_ M ethionine 
0.10D.Unit 
283 月lmoles
12.5 OD.Unit 
0.1 M 
O.OIMξ0.02M 
0.05M 
0.250ml 
5pcυ〆
μmole 
Syn 型に制限された BトAUG， Oxy-AUG，又 Syn-Anti 領域に固定された 8， 2こ O-AUG ， 8, 2~S-
AUG はほとんど活性を示していない。 torsion angle が Anti 型に固定された 8， 5乙 O-AUG ， 8 , 5~ S 
-AUG は若干の活性が認められる。又 FUG は AUG と同程度の強い活性が認められる。 FUG に，
AUG と同程度の活性が認め
られた事は， formycin の to・
rsion angle が比較的自由に
変化し得るために binding の
条件に最も適したアデノシン
に近い forsion angle を取り
得るためと推定される。 8， 5こ
O-AUG , 8, 5~S-AUG に若
干の活性が認められた事は，
アデノシン部の torsion anｭ
gle がアデノシンの torsion
angle に近い値を有している
Table 5 
Binding Assay of 14C-Met-tRNA Using AUG Analogs 
14C-Met-tRNA bound 
Compound 10 mM Mg (OAc) 2 20 mM Mg (OAc) 2 
cpm ムcpm pmole % cpm ムcpmpmole % 
None 49 68 
8， 2乙O-AUG (13) 68 19 3.8 10 95 27 5.4 36 
8， 5乙 O-AUG(39) 88 39 7.8 21 112 44 8.8 59 
8， 2乙 S-AUG(29) 49 。 。 。 77 9 1.6 12 
8， 5ニ S-AUG(40) 103 54 10.8 29 112 54 10.6 73 
Br-AUG (52) 53 4 0.6 2 65 -3 -0.6 -4 
Oxy-AUG (56) 68 19 3.8 10 101 33 6.6 45 
FUG(65) 253 204 40.8 111 151 83 17.6 119 
AUG (66) 233 184 36.8 100 112 74 
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ためと考えられる。
以上のように AUG のアデ
ノシン部の torsion angle は
は Met-tRNA による m-RN­
A の認識に重要な影響を与え
ている事が判明した。この事
実より jMet-tRNA ~et を用い
た AUG アナローグによる in­
itiation step の研究に期待が
持たれる。
表 6 に推定 conformation と
Met-tRNA のリボソームへの
結合促進効果の相関関係を示
Table 6 
X-U-G 
X=A 
AS 
AO 
AS 
AO 
HO-A 
Br-A 
F 
再CH Activity 
10mM Mg 20mM Mg 
ー20。 +++ +++ 
-120。
+ ++ -40。
+ ++ 
+ 
Syn 
+120 
ー 110 +++ +++ 
; no activIty 
+ ; slight activity 
++ ; moderate activity 
+++ ; high activity 
conformation hypo. (%) 
Anti-Anti-Anti 9.7 
Boundary- 8.0 
Anti-Anti 9.0 
6.1 
Anti-Anti-Anti 
15.3 
Syn-Anti-Anti 7.4 
Anti-Anti-Anti 
Syn-Anti-Anti 7.9 
Anti-Anti-Anti 9.7 
す。いずれも conformation を支持している。担し、 Oxy-AUG の場合， CD spectrum からは Anti­
Anti-Anti と推定されたにもかかわらず Binding 活性が認められていないO しかし Mg*20mM にお
いて 45%の活性を示している事より，高塩濃度では Anti-Anti-Anti 型になっている事も考えられる。
結論
AUG のアデノシン部の torsion angle が種々の角度に固定或は制限された修飾塩基を含む 7種の
AUG アナローグの合成を行なったO この AUG アナローグの UV 及び CD spectrum を測定し，そ
の c Qformation を推定した。推定 conformation と AUG アナローグによる Met-tRNA のリボソー
ムへの結合促進効果との聞に良い相関関係が見られ，推定 conformation を支持する結果が得られた。
又， AUG アナローグによる Met-tRNA のリボソームへの結合促進効果を検討し， AUG のアデノシ
ン部の torsion angle は Met-tRNA の m-RNA 認識に重要な影響がある事が判明した。
論文の審査結果の要旨
蛋白生合成の際メチオニンのコードンとして知られるトリヌクレオチド ApUpG の中，第一のアデ
ニル酸を 8 ， 2こ S 及び 0- ， 8 ， 5 こ S 及び 0- シクロアデノシン， 8- ブロモ及び8ーオキシアデノシン，更
に抗生物質フォルマイシン 3乙燐酸と置き換えた 7種のトリヌクレオチドを合成した。その際， β-cy­
anoethyl 基が脱離基となる cyclic 燐酸の直接合成法，燐酸基の攻撃とシクロヌクレオシド結合の同
時切断による 2;3こ cyclic 8-oxyadenyl 酸の合成等の新知見を見出した。
これらの AUG 下ナローグにつき，そのU'V 及び CD の測定結果から三つの塩基聞の stacking の
順序は，フォルマイシン pUpG>ApUpG>8， 5~S 及び 0- シクロ ApUpG>8， 2 こ S 及び OーシクロA・
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pUpG>8-オキシApUpG>8-プロモApUpG の順であることを見出した。更にこれらトリヌクレオチ
ドのメチオニル tRNA のリボゾームへの結合促進作用を検し，この順序と署々同一であることを見出
し，コード認識にはメッセンジャー RNA の三次構造が重要で、あることを推論した。以上の研究は学
位請求に値いするものと認める。
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